





























Simple  Summary: Retinoblastoma,  a  childhood  cancer  of  the  eye,  is  thought  to  be  caused  by 







signature  in  a  tumour  exposed  to  chemotherapy.  The  power  of whole‐genome  sequencing  to 
identify  RB1  mutations  of  all  mutation  types  can  have  significant  relevance  to  the  clinical 
management of retinoblastoma patients and genetic counselling of their families. 
Abstract: The development of retinoblastoma is thought to require pathological genetic changes in 
both  alleles  of  the  RB1  gene.  However,  cases  exist  where  RB1  mutations  are  undetectable, 
suggesting alternative pathways  to malignancy. We used whole‐genome sequencing  (WGS) and 
transcriptomics  to  investigate  the  landscape  of  sporadic  retinoblastomas  derived  from  twenty 
patients, sought RB1 and other driver mutations and investigated mutational signatures. At least 
one RB1 mutation was  identified  in all  retinoblastomas,  including new mutations  in addition  to 
those previously  identified by clinical screening. Ten  tumours carried structural rearrangements 
involving  RB1  ranging  from  relatively  simple  to  extremely  complex  rearrangement  patterns, 
including a chromothripsis‐like pattern in one tumour. Bilateral tumours obtained from one patient 
harboured  conserved  germline  but  divergent  somatic  RB1  mutations,  indicating  independent 
evolution. Mutational signature analysis showed predominance of signatures associated with cell 






















Copyright:  ©  2021  by  the  authors. 
Licensee MDPI,  Basel,  Switzerland. 
This article  is an open access article 
distributed  under  the  terms  and 
conditions of the Creative Commons 
Attribution  (CC  BY)  license 
(http://creativecommons.org/licenses
/by/4.0/). 
Cancers 2021, 13, 754  2  of  19 
 
 
clinical  screening.  However,  the  increased  resolution  and  ability  to  detect  otherwise  elusive 






accounting  for approximately 2% of all childhood cancers  [1], causing significant  long‐
term sequelae. Loss‐of‐function mutations in RB transcriptional co‐repressor 1 (RB1) are 
causally implicated in Rb development. RB1 was the first tumour suppressor gene to be 
isolated,  in  contrast  to activating oncogenes, which were  characterised  earlier  [2,3].  In 
humans,  RB1  is  located  on  chromosome  13q14.2,  spans  approximately  180  Kb  and 
contains 27 exons encoding a 928 amino acid nucleophosphoprotein, known as pRB [4].   






predisposition  is present  in  ~45%  of  cases  and  is  transmitted  in  an  autosomal dominant 






RB1 alleles  is required  to  initiate retinoblastoma  [15], using standard clinical screening 
techniques, in 3–4% of tumours, only one RB1 mutation can be identified [9,16]. Indeed, 
in approximately 2% of  tumours, RB1 mutations are elusive  [17,18]. This suggests  that 
undetected RB1 mutations possibly involving translocations, intronic mutations or novel 
promoter mutations may be harboured by  these  tumours, or  the development of some 
retinoblastoma tumours may be driven through an RB1‐independent mechanism [17,19]. 
























comprised  ten  tumours, where  seven  had  only  one RB1 mutation,  and  in  three, RB1 
mutations remained either elusive (one tumour) or could not be satisfactorily confirmed 
by  clinical  screening  methods  (two  tumours).  RB1  promoter  hypermethylation  had 
previously been excluded in these tumours. Additionally, in one case, tumours from both 
the  left  and  right  eye were  available  from  a  paediatric  patient with  a  germline  RB1 

















We  confirmed  four previously discovered RB1 disruptions  (a  in Table  1: p.(R255*)  in 
PD37490,  p.(R358*)  in  PD37491,  and  LOH  in  PD37493  and  PD37495),  provided 
confirmatory  evidence  for  three possible mutations  (c  in Table 1), provided  clarity on 
mutational mechanism  for  another  three  (b  in Table  1)  and  identified  three new RB1 
disruptions caused by structural variation (d in Table 1: PD37488, PD37493 and PD37495).   



































with bilateral tumours were available, WGS confirmed the germline RB1 mutation  in both tumours and  identified somatic mutations  in the alternative parental allele 
resulting in RB1 nullness. Annotation according to CCDS31973.1 (NM_000321.3). 











involving  a  translocation  between  intron  17  of  RB1  and  intron  15  of  THSD7B  on 




It  was  previously  reported  that  complex  structural  variation,  specifically  a 
phenomenon  called  chromothripsis,  underpinned  some  disruptions  of  RB1  [19]. 











MDM4   amplification Germline mosaic tandem duplication
B COR  mutation Not detected





































































































































































Not all  structural variations were  complex. We observed  simple  translocations  in 
PD37495 involving a break in intron 2 of RB1. The N‐terminus of RB1 was joined to exon 










In  three  tumours,  PD37488,  PD37489  and  PD37496,  multiple  rearrangements 
transected  RB1  as  part  of  a  wider  collection  of  complex,  intrachromosomal 
rearrangements (Figure 2a,b). These tumours contained between 7 and 64 break points on 
chromosome  13,  with  3  to  4  break  points  within  RB1  itself.  With  such  complex 
rearrangement patterns  it was not possible  to  resolve  the order of  rearrangements  or 
whether both copies of RB1 were affected. 
Five  tumours  demonstrated  complex  interchromosomal  rearrangement  patterns 
transecting RB1 through a variety of structural variations including translocations to other 
chromosomes  (PD37492, PD37493, PD37494, PD37495, and PD37497). PD37492 showed 
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clarify  that  this mutation was  part  of  a  complex  pattern  of  rearrangements  between 
chromosomes 13, 4 and 8 with a total of over 40 break points. The oscillating copy number 
states  observed  are  characteristic  of  a  chromothripsis‐like  pattern,  in  keeping  with 
previous reports of chromothripsis in retinoblastoma [19] (Figure 2c).   
2.1.3. WGS Provides Clarification of Ambiguous Clinical Testing Results 
Notably,  the  increased  resolution  afforded  by  WGS  provided  clarification  of 
ambiguous  results  from  clinical  testing.  Case  PD37490  contained  a  somatic  point 
mutation,  c.763C>T p.(R255*) on one allele. Clinical  screening using MLPA detected a 






the  tumour.  It  is  therefore  possible  that  the  patient  is  constitutionally mosaic  for  the 
tandem duplication. This patient was the only one of three cases with bilateral tumours, 
without a confirmed germline mutation and therefore the constitutional mosaic tandem 






























We  thus  note  that  nine  of  ten  cases  (90%) where  biallelic  RB1 mutations were  not 
previously  identified  had  simple  rearrangements,  complex  intrachromosomal  as well  as 




observed.  This  highlights  the  contribution  of  structural  variation  to  the  development  of 
retinoblastoma. In contrast to a previous report that 30% of cases (n = 3/10) with no detectable 
RB1 mutation by exon sequencing had RB1 disruption via chromothripsis  [19], our study 






17  (range  1–66)  (density  0.005  per  Mb)  variants  were  seen  for  substitutions,  small 
insertions/deletions  and  structural  rearrangements,  respectively  (See  Tables  S2–S4  for 
somatic mutations).  Structural  variation  involved  in  complex  rearrangement  patterns 
leading  to disruption of RB1  in  eight  tumours  contributed  to  the majority of  the  total 
rearrangements  (191  of  the  total  356  rearrangements  detected).  Tumours with  simple 
point  mutations  and  deletions  of  RB1  harboured  a  lower  incidence  of  structural 








retinoblastoma.  However,  we  did  perform  a  “fitting”  experiment,  asking  whether 
mutational signatures that have been previously reported in cancers were present in this 
dataset [26]. Caution should be exercised when performing signature fitting without prior 
knowledge of  the mutational  signatures contributing  to a particular cancer  type, since 








demonstrated  [29]. By  contrast,  sequencing  studies of  another adult  eye  cancer, uveal 
melanoma,  have  not  found  UV  to  be  a  contributory  factor  to  tumorigenesis  [30,31]. 
Signature  fitting  in  the 21 WGS retinoblastomas although  limited by  the  low mutation 
numbers, showed no evidence of the signature of UV light (Figure 3a), indicating that UV 
damage  is  unlikely  to  be  a  major  source  of  DNA  damage  in  this  tumour  type. 
Furthermore, features such as transcriptional strand bias and double substitutions, which 



















error bars  representing 1  standard deviation  from  the mean  (https://signal.mutationalsignatures.com/  (accessed on 10 
February 2021)). (b) Scatter plot showing the correlation between age of enucleation (x axis) and number of substitution 












slightly  less  advanced.  The  patient  was  treated  with  6  cycles  of  systemic  JOE 




A  germline  RB1  c.607+1G>T  splice  donor  site  mutation  was  identified  through 
clinical screening. This mutation is predicted to cause a frameshift (p.lle181Glyfs*8), which 





















































of  RB1.  A  substantially  greater  number  of  mutations  was  detected  including  931 
substitutions, 103 small indels, 5 rearrangements, gains on chromosomes 3q, 6p, 14q, 12p 
and 12q and two deletions on chromosomes 17 and X. None of the somatic mutations were 




burden  as  a  function  of  age,  this  tumour was  a  clear  outlier  (Figure  3b),  suggesting 
mutational  processes  in  addition  to  those  associated with  age were  operative  in  this 
tumour.  Indeed,  the  substitution mutation profile was  consistent with  an  exposure  to 
platinum, which is a key component of carboplatin (Cosine similarity = 0.96) (Figure 3c). 
The  presence  of  this  signature  suggests  that  this  tumour  has  been  derived  from  an 
ancestral  clone  that  survived  six  exposures  to  carboplatin. Carboplatin  inhibits  cancer 











singular gain of  1q  (1/20,  5%), 2p  (1/20, 5%) or  6p  (2/20, 10%) were  seen  in only  four 
individual cases. Paired gains were also infrequent, no examples of 1q+2p were observed, 
while  2p+6p  (1/20,  5%)  and  1q+6p  (2/20,  10%) were  present.  In  contrast,  45%  of  the 
tumours examined had concurrent gains  in 1q, 2p and 6p  (9/20). This co‐occurrence of 





only  associated with  a  small  subset  of  retinoblastomas  [35]  that  lack  detectable  RB1 
mutations.  As  a  consequence,  it  was  suggested  that MYCN  amplifications  and  RB1 
mutations were mutually  exclusive  and  that N‐MYC  dysregulation  could  provide  an 
alternative  pathway  to malignancy  in  retinoblastomas  [17].  Subsequently,  a  separate 
report  indicated  that six of eight  tumours with MYCN amplifications also contained at 
least one RB1 mutation [19]. Whilst these driver events are not mutually exclusive, a small 
proportion of RB1 wild‐type Rb with MYCN amplifications may still exist [19]. Here we 
identified  two  tumours which were biallelically null  for RB1  that also harboured  focal 
MYCN amplifications, in the case of PD34256 an amplification of 168‐fold, while PD37495 
was amplified 51‐fold (Table S7). Both RB1 mutations were detected by clinical screening 
in  one  tumour  (PD34256).  However,  in  the  other  (PD37495),  clinical  screening  only 
detected  LOH  across  RB1,  the  alternative  allele  being  disrupted  by  balanced 
translocations with  chromosomes  16  and  18 which were  only detected  by WGS,  thus 
presenting the possibility that the proportion of MYCN amplified Rb tumours perceived 





Contrary  to  previous  reports  [17], we  did  not  see  any  difference  in  the  age  of 
diagnosis for the two patients with MYCN amplification compared to rest of our cohort. 
The  age  of  diagnosis  was  40.7  months  for  PD34256  and  38.3  months  for  PD37495, 
compared with a mean age of diagnosis of  retinoblastoma  tumours with  somatic RB1 
mutations of 34.32 ± 16.42 months, (95% CI 41.88, 26.72). 








We  identified  a  total  of  94 non‐synonymous mutations, which were  assessed  for 
potential driver mutations. In addition, we interrogated regions of homozygous deletions 
and amplifications as putative copy number drivers (Figure 1 and Table S8). 





were  hemizygous  in  nature. The  two  remaining  patients with  BCOR mutations were 
female (PD37501 and PD37489). Although neither demonstrated LOH across the BCOR 






and  it has been postulated  that  the MDM4 gene on chromosome 1q32  is  the potential 
oncogene driving the frequent gains of chromosome 1q in retinoblastoma [20,38]. We did 
not identify any focal amplifications of the OTX2 gene reported previously [19]. 
Mutations  in  the Creb‐binding protein  gene  (CREBBP)  are  associated with  follicular 





contained  a  missense  mutation,  c.3029C>T  p.(P1010L),  which  has  not  been  reported 
previously in cancer. The significance of both of these mutations is unclear. We also identified 





Early  theories  of  retinoblastoma  development  established  that  loss‐of‐function 
mutations  in  both  alleles  of  the  RB1  gene were  required  to  enable  its  development. 
However, the failure to identify mutations of both copies of RB1  in a proportion of Rb 
tumours led to speculation that other genes may be involved with alternative pathways 
to malignancy. These  theories were  further  fuelled by  the discovery of a  subset of Rb 







three  tumours  where  clinical  testing  was  not  able  to  confirm  the  existence  of  RB1 
mutations.  We  have  demonstrated  the  power  of  WGS  to  identify  structural 
rearrangements disrupting RB1, a class of mutation which otherwise goes undetected by 
standard  clinical  screening approaches. The wide  spectrum of  rearrangement patterns 
capable  of  disrupting  RB1  highlight  the  need  for  exhaustive  searching  for  genomic 
aberrations in Rb tumours. WGS is able to complement the results of clinical screening by 
confirming the mechanisms of RB1 loss.   






both alleles, we  could not  rule out  complex  structural variation as  the mechanism  for 
inactivation of both copies either. Alternatively, additional RB1 mutations may have gone 
undetected  by  both WGS  and  clinical  screening  or may  exist  in  as  yet  unrecognised 
regulatory regions outside the coding sequence of the RB1 gene.   
We  identified  two examples of Rb  tumours with both biallelic RB1 mutations and 
MYCN amplification.  In one example, standard clinical screening detected LOH of  the 
RB1  locus but was not able  to detect  the  translocation disrupting  the  remaining allele 
identified  by  WGS.  Alternative  mechanisms  for  RB  pathway  inactivation  such  as 
phosphorylation  of pRb have  been proposed  in MYCN‐amplified Rb with  apparently 
intact  RB1  [42]. However,  our  study  suggests  a more  thorough  search  for  structural 
rearrangements disrupting RB1 may reveal that the proportion of MYCN‐amplified Rb 
which truly retain intact copies of RB1 is smaller than previously thought. Furthermore, 
RNAseq data  from  five Rb  tumours  suggested  that  increased N‐MYC  expression  is  a 
common feature of tumours with 2 or 3 copies (11‐ to 21‐fold), compared to normal retina, 
and demonstrated  a dramatic  increase  in  expression  in  the  185‐fold MYCN  amplified 
tumour,  thus  suggesting  that MYCN  expression may  be  increased  in  all Rb  tumours, 
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limited number of WGS available and  the  low mutation burden  in  this rare paediatric 










that  loss of  the  second allele was different  in  the  two  tumours and  the  lack of  shared 
somatic mutations  confirmed  that  the  tumours had arisen  independently. The  tumour 









Hospital  (Barts Health NHS Trust)  for enucleation. All procedures were performed  in 
accordance with  the Human Tissue Act 2004.  Informed consent was obtained prior  to 
enucleation  from  all  subjects.  Ethical  approval  for  the work was  obtained  from  the 
National Research Ethics Service Committee London—Hampstead  (15/LO/0647) under 
the  project  titled  “Identification  of  new mechanisms  and  targets  in  retinoblastoma:  a 
cohort  study using  fresh  tissue  samples  for  in  vitro  studies,  leading  to  novel  in  vivo 
imaging  techniques  and  treatment  strategies”  and  the  Barts  Health  NHS  Trust 
Institutional Review Board and Moorfields Eye Hospital Ethical Committee under  the 
project  entitled  “Expression  analysis  of  proteoglycans  in  the  retina”  (10/H0106/57‐
17ETR57).   
4.2. Tissue Processing and DNA/RNA Extraction 
DNA was  extracted  from peripheral  blood  samples  as described previously  [52]. 
Retinoblastoma  and  retinal  tissue  samples  were  dissociated  by  homogenisation  and 
DNA/RNA isolated using a Qiagen All Prep DNA/RNA Mini Kit in accordance with the 
manufacturer’s  instructions.  Control  retinal  tissue  samples  were  obtained  from  the 
enucleated  eyes  of  3  paediatric  Rb  cases,  from  an  area  which  was  noted  to  be 
geographically distant  from cancerous  tissue and normal  in appearance. The pieces of 






version  2  (RS‐122‐2001)  in  accordance with  the manufacturer’s  instructions, with  the 
following  variations  in  protocol,  250  ng  total  RNA was  used  as  a  starting material, 
fragmentation was carried out for 10 min and 12 cycles of PCR were used. Samples were 
sequenced in a 24 plex pool on a NextSeq 500 (Illumina, Camb, UK) using 43 bp paired‐




















(UTR).  Where  possible,  dosage  mutations  were  confirmed  by  reverse  transcriptase 
polymerase chain reaction (RT‐PCR) and Sanger sequencing of the RB1 gene transcript 










samples. The  resultant  reads were  aligned  to  the  reference human genome  (GRCh37) 
using a Burrows–Wheeler Aligner, BWA (0.7.16a (r1181)). Single‐nucleotide substitutions 
were  called  using  CaVEMan  (Cancer  Variants  through  Expectation  Maximisation, 
http://cancerit.github.io/CaVEMan  (accessed  on  10  February  2021)).  Insertions  and 
deletions (indel) were called using split‐read mapping using a modified Pindel version 
2.0  (http://cancerit.github.io/cgpPindel/  (accessed  on  10  February  2021)).  Structural 
rearrangements were identified by grouping discordant read pairs that point to the same 
break  point  event  using  the  BRASS  (break  point  via  assembly)  algorithm, 
(github.com/cancerit/BRASS)  followed  by  de  novo  local  assembly  using  Velvet  to 
determine  the  exact  co‐ordinates  and  features of  a break point  junction  sequence. All 
annotation was to Ensembl build 75. Non‐synonymous point mutations and small indels 





potential  drivers  if  the mutation  was  predicted  to  result  in  a  premature  truncation 
(nonsense, essential splice, frameshift mutations). The WGS data have been deposited in 
the  European  Genome‐phenome  Archive  (EGA)  database  under  the  accession  code 
EGAD00001006431. 




Allele‐specific  copy  number  analysis  of  tumours were  performed  using ASCAT 
(v2.1.1) applied to whole‐genome sequencing data as described previously [53]. ASCAT 
takes non‐neoplastic cellular infiltration and overall tumour ploidy into consideration to 









diploid genomes  and  4  in  tumours with whole‐genome duplication,  and  losses  if  the 




Due  to  the  very  low mutation  burden  present  in  retinoblastomas,  any  background 






seeking potenital driver mutations, we performed  a  stringent  filtering process  on  single‐









C>T, T>A, T>C, and T>G,  the  flanking 5′ and 3′ sequence context  is  taken  into account 
giving a  total of 96 channels. A given set of mutational signatures were  fitted  into  the 
mutational profile of each sample to estimate the exposure of each of the given signatures 
in that sample. The fitting algorithm detects the presence of mutational signatures with 
confidence,  using  a  bootstrap  approach  to  calculate  the  empirical  probability  of  an 
exposure to be larger or equal to a given threshold (i.e., 5% of mutations of a sample). 
5. Conclusions 
We  have  used  WGS  to  comprehensively  investigate  the  mutations  driving 
tumorigenesis  in a cohort of 20 sporadic  retinoblastomas. WGS has  revealed  the wide 
range of structural rearrangements capable of disrupting RB1 which may otherwise go 
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Supplementary  Materials:  The  following  are  available  online  at  www.mdpi.com/2072‐
6694/13/4/754/s1,  Figure  S1:  Examples  of  structural  rearrangements  disrupting  RB1,  Table  S1: 
Mutations in RB1, Table S2: High‐quality substitution mutations (all SNVs present in 1000 genomes 
project and with VAF  in  tumour  less  than 0.2  removed), Table S3: Small  insertion and deletion 
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